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BACKGROUND: Fibrosis is the key pathway of many diseases such as 
end-stage renal failure and liver cirrhosis. Recent study has demonstrated 
that transforming growth factor-β1 (TGF-β1) is the most important 
fibrogenesis-inducing and propagating cytokine. Diosgenin has been 
shown to be cancer chemopreventive and and anti-inflammatory. In this 
study, renal proximal tubular epithelial cells (designated as HK-2) 
were treated with high concentration of glucose (HG, 27.5 mM) to 
determine whether the Diosgenin reduces fibrosis in vitro. 
METHODS: Cells were cultured in high concentration of glucose (HG, 
27.5 mM) for 48 hours. Different concentrations of Diosgenin (0.1, 1, 10 
μM) were added to cells for the last 24 hours. Cells were trypsinized and 
subjected to the following assays. ELISA was used to evaluate the 
secreted protein,  such as fibronectin and Signal transducer EMT 
initiator (e.q Snail). Immunofluorescence staining was used to assay the 
in situ expression of proteins (e.q. fibronectin and Snail). 
RESULTS: We found that the 10 μM of Diosgenin exert optimal 
inhibitory effects on high glucose-induced fibronectin in HK-2 cells. 
Diosgenin markedly inhibited HG-induced increase in α-smooth muscle 
actin and snail. Whereas HG-induced decrease in E-cadherin expression 
was reversed as well. 
CONCLUSION: Diosgenin has the potential to inhibit high 


















HG, high glucose 
HK-2, renal tubular epithelial cells  
FBS, fetal bovine serum 
FN, fibronectin 
TGF-β1, transforming growth factor-β 1 
EMT, epithelial mesenchymal transition 
α-SMA, α-smooth muscle actin 
PVDF, polyvinylidene difluoride 
SDS-PAGE, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
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圖 1. 薯蕷皂素對高糖誘導下腎近端小管細胞生長的影響 





圖 5. 薯蕷皂素對高糖誘導腎近端小管纖維蛋白的影響 
圖 6. 薯蕷皂素對高糖誘導下腎近端小管細胞上皮型態的影響 





















之統計，糖尿病於民國 70年是位居第 12名，到了民國 72年從 12名








(Nieto et al., 2008)，隨後細胞開始出現硬化並伴隨功能喪失，末期會
出現嚴重的代謝性酸中毒症狀 (metabolic acidosis)，心臟、大腦等都
會出現一系列惡化症狀，也就進入了終末期腎衰竭 (end stage renal 
failure ESRF) 即尿毒症 (uremia) 時期 (Dajak et al., 2010)。 

















( ECM ) 成分( Xu et al., 2009 ; Dudas et al., 2008)。 
    雖然腎臟的結構和功能已經發生了變化，但受損的腎臟細胞仍能
行使部分原有的功能，仍可透過治療使受損的細胞向正常細胞逆轉而







    在發炎因子的刺激下，正常的腎臟細胞一旦轉化成纖維母細胞
後，則不需原發炎物質的刺激即可自我進行增殖、持續性的合成Ⅰ、





et al., 2009 ; Dudas et al, 2008 ; Tan et al., 2006)。 
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腎臟纖維化與EMT過程之相關 
上皮－間質轉換 (epithelial-mesenchymal transition, EMT) 是一
種在胚胎發育、纖維化及上皮癌症轉移時會出現的型態轉變過程 ( Li 




地方。此過程在胚胎發育的時候是一個相當重要的關鍵性過程 ( Yang 
et al., 2010)；像是胚胎發育時幹細胞必須先經由 EMT的過程使細胞
具有移動的特性後才得以移動至正確的位置分化 (Ahmed et al., 2007 ; 
Mani et al., 2008)。但是最早發現 EMT的過程是在癌細胞中 (Hong et 
al., 2009)，因為癌細胞就是經過 EMT 的轉型之後才具備侵襲和轉移





(Firrincieli et al., 2010)。等到腎臟沒有持續暴露在壓力環境之下，細




組織上皮區域並轉化成纖維母細胞，而大量分泌細胞外基質 (Nieto et 




說，細胞 E-cadherin 喪失是 EMT 開始發生的關鍵指標 (Li et al., 
2006)；而 E-cadherin 的再表現可引發 EMT 之相反過程 MET。引發
EMT開始發生的關鍵因子為 Snail (Schiller et al., 2004 ; Hardy et al., 
2007)。Snail 轉錄因子在胚胎發育的某些過程中，肩負著引發細胞移
動以及組織重組的任務  (Grotegut et al., 2006)；Snail 也會抑制
E-cadherin的表現(Evans et al., 2007)並且誘導與腫瘤轉移有關的 EMT
和細胞侵入的現象 (Olmeda et al., 2007 ; Olmeda et al., 2008)。而在腎
臟細胞中，腎臟細胞纖維化以及具有移動的能力也和 Snail 有關 
(Boutet et al., 2006 ; Yu et al., 2009)。下圖為 EMT的形成路徑。 
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1. 促進醛糖 (aldose) 還原代謝路徑，使有毒的山梨醇 (sorbitol) 累
積在神經系統中；2. 在血管組織中可活化 PKC (protein kinase C) 進
而誘發許多糖尿病的併發症，由糖尿病動物實驗中可發現腎絲球、視
網膜、主動脈以及心臟等組織器官的 PKC 活性有明顯地增加 ；3. 加
速非酵素性糖化作用使高度糖化終產物 (AGE) 大量地沉積與附著。
4. 活化五碳糖磷酸路徑 (pentose phosphate pathway, PPP)造成核糖-5-
磷 (ribose-5-phosphate) 的大量產生，五碳糖磷酸路徑的活化可能與
糖尿病腎病變的細胞增生有關。5. 誘導許多生長因子的表現，如：第
一型乙型轉型生長因子 (TGF-β1)、結締組織生長因子 (CTGF) 、二















腫瘤的機制 (Yen et al., 2005)，而也有其他的研究指出薯蕷皂素具有
維持血液中膽固醇之平衡(Yen et al., 2005)，而在抗發炎中也有發現薯
蕷皂素可以抑制 NF-κB p65/p50和 p38 MAPK(Gao et al., 2012)等等相
關路，在另一篇研究中也指出薯蕷皂素可藉由抑制脂肪細胞和巨噬細
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第二章 研究目的 
    在先前的研究中已經發現到薯蕷皂素能夠具有抗發炎，抗癌等功
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第三章  材料與方法 
一、試劑 
D-glucose購自Sigma-Aldrich 公司(Saint Louis, MO, USA)。薯蕷皂素
購自Sigma-Aldrich 公司(Saint Louis, MO, USA)。 Fibronectin ELISA 






本篇是使用人類近端腎小管上皮 (HK-2) 購自ATCC (Rockville, 




好的細胞培養在25 cm2培養瓶中，在含有10%胎牛血清  Nutrient 
Mixture F-12 [HAM]培養基中培養24小時，之後換成少量血清 (0.1%
胎牛血清) 之培養基，同時在培養基中加入D-glucose (27.5 mM)以及
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不同濃度之薯蕷皂素 (0.1, 1, 10 μM) 再繼續培養24小時。隨後進行下
列實驗。 
 ( 1 )繼代細胞  
    將舊培養基吸除並以  PBS清洗  2次。加入  1倍  trypsin (1X 
HyQTase enzymes in DPBS (8.0 g/L NaCl, 0.2 g/L KCl, 0.2 g/L 
KH2PO4•4Na and 1.15 g/L Na2HPO4) and 0.5 mM EDTA•2Na) /EDTA
後，放入 37℃培養箱作用將細胞打下。待細胞自培養瓶底部脫落時，
加入適量之Nutrient Mixture F-12 [HAM]培養基並收集細胞液，經 
1,200 xg離心 5分鐘後倒掉上清液，以適量之Nutrient Mixture F-12 
[HAM]培養基均勻沖散細胞，利用血球計數器 (Hemacytometer) 來計
算細胞數目，放入適量之培養基於培養瓶並置於 37 ℃及5% CO2之
恆溫培養箱中培養。  
( 2 )活化細胞  
從 -80 ℃冰箱中快速取出含有細胞之離心管，並於 37℃之水浴
快速回溫後，再加入 10 mL Nutrient Mixture F-12 [HAM]培養基於離
心管中，經  1,200 xg離心  5 分鐘後倒掉上清液，再加入Nutrient 
Mixture F-12 [HAM]培養基混勻沉澱細胞，再移至培養瓶中並置於 37
℃及 5% CO2之恆溫培養箱中進行培養。 
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( 3 )細胞保存  
將舊培養基吸除並以  PBS (pH7.4) 清洗  2次。加入  1倍
trypsin/EDTA後，放入 37 ℃培養箱作用將細胞刮下。待細胞自培養
瓶底部脫落時，加入適量之 Nutrient Mixture F-12 [HAM]培養基並將
細胞液收集於離心管，經2,000 rpm離心 5分鐘後倒掉上清液，並以
Nutrient Mixture F-12 [HAM]培養基與DMSO以 9：1比率調整細胞液 
(Nutrient Mixture F-12 [HAM]培養基 1.8 ml和 DMSO 0.2 ml )，以緩




細胞以 5×105 的數目培養於 25 cm2 培養瓶中  (Nunclon, 
Denmark)，經D-glucose (27.5 mM) 以及不同濃度之薯蕷皂素 (0.1, 1, 
10 μM)處理後，去除上清液，經 PBS洗二次，加入適量0.05%的trypsin 
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細胞散射試驗 
    將細胞培養於少量血清 (0.1%)之培養基，D-glucose (27.5 mM) 
之培養24小時經不同濃度之薯蕷皂素 (0.1, 1, 10 μM)，吸取上清液，
用PBS洗二次各5分鐘，利用 2.5% 三聚甲醛 (paraformaldehyde) 於
室溫 20分鐘固定後，抽乾上清液，再以顯微鏡下去觀察其細胞狀態。 
 
酵素連結免疫吸附分析( ELISA ) 
將細胞培養於少量血清 (0.1%)之培養基，D-glucose (27.5 mM) 
之培養24小時經不同濃度之薯蕷皂素 (0.1, 1, 10 μM)，收集上清液並





於少量血清 (0.1%) 之培養基，經 D-glucose (27.5 mM) 或同時伴隨
薯蕷皂素 (0.1, 1, 10 μM)培養24小時。吸取上清液，用PBS洗二次各5
分鐘，利用 2.5% 三聚甲醛 (paraformaldehyde) 於室溫 20分鐘固
定，之後用PBS清洗二次各5分鐘；再用Triton X-100透化15分鐘後，
PBS清洗二次各5分鐘。用10% BSA於室溫遮蔽1~3小時，之後再用PBS
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清洗二次。在細胞中加入利用外加 1% BSA 血清的 PBS泡製之初級
抗體放置於室溫60分鐘或4 ℃過夜。本篇所使用初級抗體: E-cadherin 
(ab53033), α-smooth muscle Actin (ab5694), Fibronectin ( ab23751 ), 
Snail (ab85931) (Abcam Biotechnology)。將抗體吸除後，用PBS清洗二





    HK-2細胞以 5 × 105的數目培養於 25 cm2培養瓶中，並以少量血
清 (0.1%) 之培養基，經不同濃度之薯蕷皂素 (0.1, 1, 10 μM)處理
後，PBS洗二次，以 trypsin/EDTA處理，把細胞刮下。加入 lysis Buffer 
(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM Na3VO4, 20 
μg/ml Aprotinin, 20 g/ml Leupeptin, 1mM DTT, 50μg PMSF) 將細胞溶
破，以超高速離心15000 × g 40分鐘，之後再將稀釋  
200倍之 800 μl細胞溶解液加入 200 μl Brilliant Blue G-250染劑混合
後 5分鐘，以分光光度計於 595 nm測定其吸光值。 
 
 




























































  在 EMT的進程中，會引起細胞骨架極化跟重塑，因此對於 EMT
的研究常常會對於細胞型態去進行觀察。 







在本篇圖四顯示加入 D-glucose (27.5 mM) 24小時後，分別在不同的
時間點 12、24和 48小時加入薯蕷皂素(10 μM)，可以發現到在加入




而在加入薯蕷皂素 (10 μM) 48小時之細胞型態與加入薯蕷皂素 (10 
μM) 24小時之型態較相似，無太大改變，因此往後的實驗都以加入薯
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薯蕷皂素抑制高糖誘導下腎近端小管細胞胞內上皮型態的影響 
   在一些文獻中指出高糖能刺激細胞表現，例如藉由下游的路徑去















EMT，藉由抑制 EMT來達到抑制 Fibronectin的表現。 










































量細胞外間質 (extracellular matrix，ECM) 的堆積，ECM 的堆積會
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圖 1. 薯蕷皂素對高糖誘導下腎近端小管細胞生長的影響 
人類腎近端小管細胞使用含有 10% FBS 培養基培養一天後，更換含
有 0.1% FBS培養基並加入 D-glucose (27.5 mM)培養 24小時再加入
不同濃度的薯蕷皂素(0.1、1、10 μM)處理 24小時。將細胞收取後，













圖 2. 薯蕷皂素對高糖誘導下腎近端小管細胞蛋白質的影響 
人類腎近端小管細胞使用含有 10% FBS 培養基培養一天後，更換含
有 0.1% FBS培養基並加入 D-glucose (27.5 mM)培養 24小時再加入
不同濃度的薯蕷皂素(0.1、1、10 μM)在最後的 24小時。將細胞收取


















P #＜0.05 vs. control ; P**<0.005 vs. control (27.5 mM D-glucose)(n=4)。 
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P## <0.05 vs. control ; P** <0.05 vs. control (27.5 mM D-glucose).(n=3) 
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